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Resumen:
El estudio de la actividad in vitro de los antimicrobianos (antibiograma) permite predecir con 
alta probabilidad la respuesta al tratamiento anti-infeccioso. El antibiograma se puede realizar 
empleando técnicas de difusión o de dilución. En el primer caso, se emplean discos o tiras con 
antimicrobiano que se colocan sobre una placa de medio de cultivo sólido previamente inoculada, 
y en la que tras su incubación podrá observarse la inhibición del crecimiento bacteriano; en el 
segundo caso el antimicrobiano se incorpora directamente al medio de cultivo (agar o medio líqui-
GR0XFKRVVHUYLFLRVGHPLFURELRORJtDFOtQLFDHPSOHDQHQODDFWXDOLGDGSDUDHVWRV¿QHVVLVWHPDV
(semi)automáticos basados en la técnica de microdilución.  De este modo, se pueden conocer el 
valor de la “concentración mínima inhibitoria” (CMI, menor concentración de antibiótico que inhibe 
el crecimiento bacteriano), así como otros parámetros de interés clínico (concentración mínima 
bactericida, tolerancia, efecto paradójico, efecto postantibiótico,…). Los valores de CMI (o de 
halos de inhibición cuando se emplea la difusión con disco) se interpretan, siguiendo los criterios 
de comités de expertos, como categorías clínicas: sensible, intermedio o resistente. La categoría 
de resistente se aplica a los microorganismos que no se inhibirán con las concentraciones que 
habitualmente se alcanzan in vivo o que poseen un mecanismo de resistencia cuya presencia 
HVFDXVDGHIUDFDVRWHUDSpXWLFR8QDYH]FRQRFLGRHOSHU¿OGHUHVLVWHQFLDDGLYHUVRVDQWLPLFUR-
bianos, puede establecerse si un determinado microorganismo es multirresistente, empleando 
XQDGH¿QLFLyQGHUHIHUHQFLD'HVGHHOSXQWRGHYLVWDFOtQLFRWLHQHJUDQLQWHUpVODGHWHFFLyQGH
bacterias resistentes directamente en las muestras clínicas, mediante técnicas fenotípicas o por 
métodos moleculares; cuando esto no es posible o adecuado, puede detectarse el mecanismo de 
resistencia en bacterias cultivadas, de nuevo mediante técnicas fenotípicas o moleculares, y en 
algunos casos mediante ensayos bioquímicos.
Abstract:
The study of the in vitro activity of antimicrobial agents (antibiogram) is a reliable predictor of the 
HI¿FDF\RIDQWLLQIHFWLYHDJHQWV7KHUHDUHWZRPDMRUPHWKRGRORJLFDODSSURDFKHVIRUDQWLELRJUDP
techniques: diffusion and dilution assays. For diffusion methods, discs or strips with antibiotic are 
placed on the surface of a previously inoculated agar plate, and after the plate is incubated, bac-
terial growth inhibition will be evident; for dilution methods, the antibiotic is directly incorporated 
into the culture medium (either solid or liquid). Mots clinical microbiology laboratories are currently 
using (semi)automatic methods based on the microdilution assay for performing antibiograms. 
8VLQJWKHLQGLFDWHGWHFKQLTXHVLWZLOOEHSRVVLEOHWRGH¿QHWKH³PLQLPDOLQKLELWRU\FRQFHQWUDWLRQ´
(MIC, the lowest concentration of antimicrobial agent inhibiting bacterial growth), and other clinica-
lly relevant parameters, such as minimal bactericidal concentration, tolerance, paradoxical effect, 
post-antibiotic effect, etc. MIC values (or diameters of inhibition zones when using disk-diffusion 
assays) will be translated into clinical categories (susceptible, intermediate, resistant) using the 
criteria established by expert committees. A microorganism will be considered resistant when it will 
not be inhibited with the concentrations usually achieved in vivo or when it contains a mechanism 
RIUHVLVWDQFHUHVSRQVLEOHRIWKHUDSHXWLFIDLOXUH2QFHWKHUHVLVWDQFHSUR¿OHWRPXOWLSOHDQWLELRWLFV
KDVEHHQGH¿QHGLWZRXOGEHSRVVLEOHWRFRQVLGHUDQRUJDQLVPDVPXOWLUHVLVWDQWDSSO\LQJDUHIH-
UHQFHGH¿QLWLRQIRUWKLVSXUSRVH)URPDFOLQLFDOSRLQWRIYLHZLWLVSDUWLFXODUO\LPSRUWDQWWRGHWHFW
resistant bacteria directly in clinical samples using phenotypic or molecular methods, and when 
this is not possible or adequate, it is possible to detect resistance mechanisms in cultured bacte-
ria, again using phenotypic or molecular methods or, in some cases, biochemical assays.
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Detección de resistencia a los antimicrobianos: 
Conceptos generales
Una de las principales actividades de los servicios de 
microbiología clínica es el estudio de la actividad in
vitro de los antimicrobianos empleando técnicas de 
DQWLELRJUDPDJUDFLDVD ODVFXDOHVVHGH¿QHVLXQD
bacteria es o no resistente a los antimicrobianos, lo 
que a su vez resulta de gran ayuda para un adecua-
do tratamiento antimicrobiano. Desde este punto de 
vista, el antibiograma ha demostrado tener gran va-
ORUFOtQLFRSRUTXHSUHGLFHFRQEDVWDQWH¿DELOLGDGOD
respuesta terapéutica, de éxito para las infecciones 
causadas por bacterias sensibles y de fracaso para 
las causadas por bacterias resistentes. En cualquier 
caso, con esta metodología sólo se están conside-
rando dos de los elementos (el antimicrobiano y el 
microorganismo) a tener en cuenta en este análisis, 
y al no considerar directamente al paciente, el valor 
de la predicción siempre podrá tener algunas limita-
ciones.
La realización de un antibiograma se considera ade-
cuado en alguna de estas circunstancias: a) cuando 
se trata de microorganismos que presumiblemente 
tienen valor etiológico en el proceso infeccioso con-
siderado; b) en estudios de portadores colonizados 
por microorganismos potencialmente resistentes y c) 
FRPRD\XGDHQODLGHQWL¿FDFLyQGHDOJXQRVPLFURRU-
ganismos.
Existe una amplia diversidad de metodologías que 
SHUPLWHQGH¿QLUXQDEDFWHULDFRPRUHVLVWHQWHD ORV
antimicrobianos. Algunas se basan en métodos fe-
notípicos, mientras que otras son ensayos molecu-
lares. Los primeros han tenido tradicionalmente una 
mayor implantación, y mediante algunos de ellos se 
GH¿QHXQRGHORVSDUiPHWURVFODYHVHQORVHVWXGLRV
de sensibilidad: la concentración mínima inhibitoria 
(CMI), que corresponde a la menor concentración 
PHGLGDHQPJORHQȝJPOGHDQWLPLFURELDQRTXH
es capaz de inhibir el crecimiento visible de un mi-
croorganismo en condiciones estandarizadas. Tam-
bién se pueden realizar ensayos en los que se de-
termine la capacidad de matar (en vez de inhibir) las 
EDFWHULDVGH¿QLHQGR ODFRQFHQWUDFLyQPtQLPDEDF-
tericida (CMB), que es la menor concentración de 
antimicrobiano capaz de producir in vitro en condi-
ciones estándares la muerte del 99,9% de un inóculo 
bacteriano.
Cuando los valores de CMI y de CMB de un antimi-
crobiano son iguales o muy similares se considera 
que el mismo es bactericida; por el contrario, cuando 
OD&0%HVVLJQL¿FDWLYDPHQWHPD\RUTXHOD&0,HVWR
es, tiene que haber mucho más antimicrobiano para 
matar al microorganismo que para simplemente in-
hibirlo) se dice que el compuesto es bacteriostático. 
En algunas ocasiones, y para compuestos que son 
habitualmente bactericidas, se produce un fenóme-
no atípico, en el que para algunos microorganismos, 
la CMB del antimicrobiano es al menos 16-32 veces 
mayor que la CMI; en esta situación se dice que la 
bacteria es tolerante al antimicrobiano1. Más inusual 
aún es el denominado efecto paradójico (descrito 
inicialmente por Harry Eagle, por lo que también se 
conoce como efecto Eagle)2, en el que al incremen-
tarse la concentración de antimicrobiano la tasa de 
muerte celular disminuye. Las bases bioquímicas y 
moleculares tanto de la tolerancia como del efecto 
paradójico son aún mal conocidas.
A concentraciones por debajo de la CMI (sub-CMI), 
la bacteria puede sufrir diversas alteraciones, que 
sin llegar a causar la inhibición de su crecimiento, sí 
pueden comprometer su viabilidad o su patogenici-
dad3. Aunque las concentraciones sub-CMI pueden 
VHUEHQH¿FLRVDVGHVGHHOSXQWRGHYLVWDWHUDSpXWLFR
también se ha demostrado que cuando las bacterias 
se encuentran en esas condiciones puede favore-
cerse la expresión de mecanismos de resistencia, 
que podrían comprometer la actividad del antimicro-
biano4.
Cuando un cultivo bacteriano se somete a la acción 
de un antimicrobiano y tras ello el compuesto se eli-
mina (por dilución, hidrólisis, inactivación…), es ne-
cesario un tiempo hasta que el cultivo vuelve a recu-
perar su tasa habitual de crecimiento. Dicho tiempo 
se denomina efecto postantibiótico, que por tanto se 
mide en minutos u horas5. El efecto postantibiótico 
tiene importancia para entender la farmacodinamia 
de los antimicrobianos, y es clínicamente relevante 
para considerar pautas (dosis, intervalos entre do-
sis,…) de algunos antimicrobianos como los amino-
glucósidos6.
Como no es razonable estudiar in vitro todos los 
antimicrobianos actualmente disponibles, existen 
recomendaciones de qué compuestos deberían es-
tudiarse para cada microorganismo considerado. En 
general, se escoge un representante de un grupo y 
se asume que otros antimicrobianos del mismo gru-
po, con igual mecanismo de acción y frente a los 
que los mecanismos de resistencia bacteriana son 
similares, tendrán una actividad igual o muy similar. 
Un grupo de consenso español ha publicado directri-
ces generales para ayudar en esta selección7; este 
documento está siendo actualizado por el Comité 
Español del Antibiograma (Coesant, http://coesant-
VHLPFRUJ(Q~OWLPDLQVWDQFLDODVHOHFFLyQ¿QDOVH
debería establecer por acuerdo entre el servicio de 
microbiología clínica y los demás actores implicados 
en el uso de los antimicrobianos, tomando en con-
sideración los criterios del Comité de Infecciones y 
Política Antibiótica de cada centro.
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Algunos antimicrobianos deben estudiarse e infor-
marse de forma habitual, porque son opciones tera-
péuticas relevantes y porque ayudan al microbiólogo 
en el proceso de la lectura interpretada del antibio-
grama. En otros casos, aunque sea recomendable 
estudiar ciertos compuestos, el informe de los co-
rrespondientes resultados debe hacerse de forma 
selectiva considerando el tipo de paciente, la infec-
ción que este sufre y los mecanismos de resistencia 
que se hayan inferido o detectado; por estas mismas 
razones otros antibióticos solo deben estudiarse en 
algunos casos. Finalmente, hay compuestos que 
solo tienen interés clínico en el contexto de las infec-
ciones urinarias y otros que aun cuando se estudien 
no se deben informar porque no son de uso clínico 
y solo sirven de ayuda al microbiólogo para analizar 
el fenotipo de resistencia del microorganismo eva-
luado.
Técnicas de antibiograma convencional
La mayoría de los laboratorios de microbiología clíni-
ca determinan la sensibilidad o la resistencia de los 
microorganismos empleando técnicas fenotípicas en 
las que se mide directamente la interacción entre mi-
croorganismo y antimicrobiano. Para ello recurren a 
métodos de difusión, en los que el antimicrobiano se 
encuentra en un disco, una tableta o una tira que al 
ser colocado sobre un medio de cultivo donde crece-
rá la bacteria forma un gradiente de concentración, 
o métodos de dilución, en los que el antimicrobia-
no se incorpora al medio de cultivo donde crece la 
bacteria9. Además, cada vez son más frecuentes los 
ensayos en los que se estudia si un microorganismo 
tiene un determinado mecanismo bioquímico o uno 
o más genes de resistencia.
Atendiendo a criterios técnicos, hay múltiples facto-
UHVTXHLQÀX\HQHQHOUHVXOWDGRGHODQWLELRJUDPDLQ-
cluyendo el medio de cultivo, el inóculo bacteriano, la 
atmósfera y la temperatura de incubación de los cul-
tivos una vez inoculados, el tipo de crecimiento bac-
teriano (hay notables diferencias al considerar bacte-
rias dispersas en un medio líquido o adheridas a un 
sustrato formando biocapas), y en el caso del mé-
todo de difusión con disco, el contenido de este10,11.
El medio de cultivo ideal para realizar pruebas de 
sensibilidad in vitro debería tener una composición 
GH¿QLGDSHSWRQDVDJDUHOHFWUROLWRV«TXHSHUPLWD
el crecimiento rápido de la mayoría de los microor-
ganismos y la adición de los suplementos (sangre, 
etc.) necesarios para el crecimiento de microorga-
nismos fastidiosos; debe tamponar los exoproductos 
bacterianos y no debe ejercer un efecto antagónico 
FRQQLQJ~QDQWLPLFURELDQR¿QDOPHQWHWLHQHTXHDVH-
gurar la reproducibilidad del ensayo. El medio más 
empleado en microbiología clínica para la realización 
del antibiograma es el medio de Mueller-Hinton, en 
su versión sólida (con agar) o líquida (con concen-
traciones ajustadas de cationes para asegurar la 
reproducibilidad de los valores de CMI de aminoglu-
cósidos frente a Pseudomonas aeruginosa y de te-
traciclinas frente a la gran mayoría de microorganis-
mos)10. Se dispone de varios documentos donde se 
UHFRJHQODVHVSHFL¿FDFLRQHVWpFQLFDVTXHDVHJXUDQ
la estandarización (y la reproducibilidad) de este tipo 
de estudios12-15.
1. Técnicas de difusión.
Las técnicas de difusión son bastante sencillas de 
realizar. El método disco-placa se basa en los estu-
dios que a mediados del siglo pasado completaron 
Bauer, Kirby y colaboradores16,17 y consiste en colo-
car discos de papel secante (o tabletas de material 
SRURVRFRQXQDFRQFHQWUDFLyQGH¿QLGDGHDQWLELy-
tico sobre una placa de agar, que previamente ha 
sido sembrada con un inóculo estandarizado de la 
bacteria a estudiar. Cuando el disco entra en contac-
to con el medio de cultivo (con cierta proporción de 
agua), el antibiótico que contiene difunde al medio y 
a su alrededor crea un gradiente de concentración. 
Si la bacteria se inhibe en presencia de alguna de las 
concentraciones de dicho gradiente, cuando haya 
crecimiento en la placa agar se producirá una zona 
(halo) de inhibición (Figura 1). Dependiendo del par 
microorganismo-antimicrobiano, el tamaño del halo 
es indicador del nivel de sensibilidad de la bacteria. 
Este método se suele llevar a cabo empleando 
agar Mueller-Hinton y es útil para el estudio de la 
sensibilidad de bacterias de crecimiento rápido (Sta-
phylococcus spp., Enterococcus spp., Enterobac-
teriaceae, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas 
maltophilia, Acinetobacter spp., etc.) y empleando el 
medio y las condiciones de incubación adecuados 
también se puede destinar para muchos microorga-
nismos de crecimiento fastidioso (Haemophilus spp., 
Neisseria spp., Streptococcus spp, etc.).
La lectura de los halos de inhibición se suele hacer 
a las 16-20 horas de incubación, pero en determina-
dos casos debe retrasarse hasta las 24 horas para 
DVHJXUDU ODFRUUHFWD LGHQWL¿FDFLyQGH ODVFHSDV UH-
sistentes, que podrían no ser evidentes antes de ese 
plazo.
En vez de usar discos de papel o tabletas, cabe la 
posibilidad de emplear tiras que contienen a lo lar-
go de la misma un gradiente de antimicrobiano que 
abarca un amplio rango de concentraciones, como el 
que puede emplearse en las técnicas de dilución que 
se comentan posteriormente. El proceso es similar 
al que se ha descrito para la difusión con discos. La 
cantidad de antimicrobiano incorporado a la tira va 
creciendo a lo largo de la misma, lo que determina 
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que el gradiente que se crea en la placa una vez que 
se coloca la tira no sea lineal sino exponencial; por 
ello tras, la incubación de la placa y la consiguiente 
(en su caso) inhibición del crecimiento se forma una 
zona de inhibición con aspecto piriforme (algunos 
autores lo describen como elipsoidal). El método ha 
sido calibrado de tal forma que el punto de contacto 
entre la tira y la zona donde se inicia la inhibición del 
crecimiento corresponde con la CMI del antimicro-
biano (Figura 2). El método ha sido evaluado con 
p[LWR SDUD XQD LQ¿QLGDG GH PLFURRUJDQLVPRV KD-
biendo estudios que indican su posible utilidad para 
bacterias de crecimiento lento, levaduras y hongos 
¿ODPHQWRVRV6XSULQFLSDOLQFRQYHQLHQWHHVHOSUHFLR
de las tiras, muchísimo más caras que los discos o 
tabletas.
2. Técnicas de dilución.
Están basadas en valorar la inhibición del creci-
miento bacteriano en una batería de tubos o placas 
con medio de cultivo que representan un rango de 
concentraciones del antimicrobiano a estudiar. A tal 
efecto, se preparan en el medio de cultivo adecuado 
(caldo o agar) diluciones del antimicrobiano, habi-
tualmente en una escala discontinua de progresión 
geométrica en base 2; con posterioridad se inoculan 
Figura 1. Antibiograma mediante la técnica de difusión con disco. 
Se muestran los resultados para Escherichia coli y los antibióticos 
cefotaxima (CTX 30), ceftacidima (CAZ 30), cefotaxima más ácido 
clavulánico (CTX CLA ) y ceftacidima más ácido clavulánico (CAZ 
CLA). El valor numérico “30” de los discos de CTX y CAZ indica la 
cantidad (microgramos) estandarizada de antibiótico en el disco. 
Los diámetros de los halos de inhibición son indicadores del nivel 
de sensibilidad del microorganismo. Además, el aumento de 
tamaño de los halos de CAZ CLA y de CTX CLA en comparación 
con CAZ 30 y CTX 30 es indicador de que la cepa produce una 
betalactamasa de espectro extendido.
Figura 2. Determinación de la CMI mediante tiras de gradiente 
de antibiótico. Se muestran los resultados para una cepa de 
.OHEVLHOODSQHXPRQLDH\ ORVDQWLELyWLFRVFLSURÀR[DFLQR&,&0,
0.25 mg/L) y ácido nalidíxico (NAL; CMI: 16 mg/L). Las colonias 
que crecen en el interior de los halos son mutantes seleccionadas 
por los antimicrobianos.
los tubos o placas para permitir el crecimiento, y tras 
ello se realiza la lectura observando en qué concen-
tración sobreviene la inhibición del microorganismo, 
ORTXHSHUPLWHGH¿QLU OD&0,GHODQWLPLFURELDQRHQ
cuestión13,14. Cuando se emplea un medio líquido, 
además, se puede determinar la actividad bacterici-
da realizando un subcultivo de los medios sembra-
dos previamente en un medio de cultivo nuevo que 
no tenga antimicrobiano.
En la variante de macrodilución en caldo se emplea 
por cada bacteria y antibiótico a estudiar una batería 
de tubos, en la que cada uno de ellos contiene una 
concentración creciente de antimicrobiano. Como se 
requiere gran cantidad de material para llevar a cabo 
el ensayo, y este es complejo metodológicamente, 
se recurre con frecuencia al método de microdilución 
con caldo, en el que cada batería de tubos es sus-
WLWXLGDSRUXQD¿ODRXQDFROXPQDGHXQDSODFDGH
microtitulación con fondo en “U”; el uso de micropi-
peteas de dispensación múltiple facilita muchísimo el 
manejo de las placas y disminuye considerablemen-
te la cantidad de material (caldo, antimicrobiano,…) 
que se requiere en las mismas; todo ello, junto con la 
posibilidad de hacer lectura automática de las placas 
una vez se haya producido el crecimiento (o la inhibi-
ción) del microorganismo ha popularizado el uso de 
este método. 
En el mercado existen diversos proveedores que 
además de suministrar placas de microdilución (pa-
www.somosvaldecilla.com
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neles o tarjetas) aportan sistemas (semi)automáticos 
de microdilución que permiten una fácil inoculación 
de los mismos, la posterior incubación de los pane-
les en el propio sistema y la lectura automatizada de 
los resultados obtenidos, que gracias a un software
propio permiten generar un informe completo de va-
lores de CMI y de interpretación de categorías clíni-
cas (ver posteriormente)19,20. Además, esta informa-
ción se puede transmitir a un sistema de gestión de 
laboratorio y almacenarse en el propio equipo. Casi 
todos estos proveedores también incorporan en sus 
equipos programas informáticos (sistemas expertos) 
que pueden reconocer ciertos mecanismos de resis-
tencia o la inconsistencia en los resultados obteni-
dos mediante el análisis fenotípico de la información 
generada21. Una limitación de estos sistemas es su 
elevado precio y, hasta cierto punto, la necesidad de 
emplear paneles “cerrados”, con antimicrobianos y 
concentraciones de los mismos decididos por el pro-
veedor (que, en todo caso, procura atender las nece-
sidades de sus clientes).
Como alternativa a la macrodilución en caldo, y an-
tes del desarrollo de la técnica de microdilución en 
medio líquido, se empleó con frecuencia (y aún se 
sigue usando) el método de dilución en agar, en el 
que los tubos de la batería de macrodilución son 
sustituidos por placas de medio sólido, cada una 
con una concentración diferente de antimicrobiano 
que es añadido al medio antes de que este se so-
OLGL¿TXH8QD GH ODV SODFDV VLQ DQWLPLFURELDQR VH
emplea como control de crecimiento (todos los mi-
croorganismos deben crecer en la misma). En cada 
placa se pueden sembrar simultáneamente muchos 
microorganismos (habitualmente entre 32 y 36, pero 
hay más formatos), empleando para ello un replica-
dor de Steers22. Tras la correspondiente incubación 
de las placas, se observa a simple vista en qué placa 
con más baja concentración se produce la ausencia 
de crecimiento del microorganismo, obteniéndose 
así el valor de la CMI.
3. Interpretación de resultados del antibiograma.
Los datos crudos del antibiograma se interpretan en 
forma de categorías clínicas aplicadas a los microor-
ganismos estudiados, de las que habitualmente se 
manejan tres: sensible (S), intermedio (I) y resistente 
(R)12-15. Estas categorías se establecen por comités 
GHH[SHUWRVGHORVTXHORVGHPD\RULQÀXHQFLDHQOD
actualidad son el European Committee of the Antibio-
gram, (EUCAST, www.eucast.org) y el Clinical Labo-
ratory Standard Institute (CLSI, http://www.clsi.org). 
En España, el Coesant promueve la utilización de 
los criterios de EUCAST en la práctica clínica y cola-
bora con dicho comité en el desarrollo de normativas 
sobre metodología e interpretación del antibiograma. 
Estos comités contemplan aspectos microbiológicos 
(agente etiológico considerado, valores de CMI o 
de diámetros de halo de inhibición, mecanismos de 
resistencia,…), farmacológicos (parámetros farma-
codinámicos y farmacocinéticos) y clínicos (resulta-
dos de ensayos en animales, de ensayos clínicos…) 
SDUDGH¿QLUSXQWRVGHFRUWHHVWRHVYDORUHVGH&0,
o de diámetro de halo que separan las mencionadas 
categorías clínicas. 
De forma muy genérica, la categoría de “sensible” 
indica que el microorganismo está causando una in-
fección que puede tratarse adecuadamente con las 
dosis habituales de antimicrobiano. La categoría de 
“intermedio”, que en sangre o tejidos se alcanzan 
concentraciones cercanos a los valores de CMI y 
TXHHVGHHVSHUDUH¿FDFLDFOtQLFDVL OD LQIHFFLyQVH
localiza donde se alcanzan altas concentraciones de 
antimicrobiano (p. ej. orina) o cuando se emplean do-
sis más elevadas de lo habitual; tradicionalmente, la 
categoría de “intermedio” también se emplea para in-
cluir valores de CMI o halos de inhibición que pudie-
UDQHVWDULQÀXLGRVSRUSHTXHxRVHUURUHVWpFQLFRVGX-
rante el desarrollo del ensayo pero que se traducirían 
en cambios importantes de interpretación en la cate-
goría clínica. La bacteria será “resistente” cuando no 
es de esperar que se inhiba con las concentraciones 
de antimicrobiano que se alcanzan habitualmente in 
vivo; también se aplica la categoría de “resistente” a 
las bacterias que poseen un mecanismo de resisten-
FLDHVSHFt¿FRSDUDHOTXHVHKDGHPRVWUDGRTXHVX
presencia es causa de fracaso terapéutico23.
7UDVKDEHUGH¿QLGRODVFDWHJRUtDVFOtQLFDVGHORVDQ-
timicrobianos que se hayan estudiado in vitro frente 
DXQPLFURRUJDQLVPRFRQFUHWRSRGUiQGH¿QLUVHORV
conceptos de multirresistencia (resistencia a tres o 
más grupos de compuestos), resistencia extrema 
(resistencia a todos los antimicrobianos disponibles 
salvo dos grupos) y panresistencia (resistencia a to-
dos los antimicrobianos disponibles), siguiendo los 
criterios de Magiorakos y col.24.
El problema de la multirresistencia puede afectar a 
una amplia variedad de microorganismos, pero algu-
nos de ellos tienen tal trascendencia epidemiológi-
ca y clínica que se les presta una especial atención. 
En la Tabla 1, basada en la información recogida en 
el “Protocolo de vigilancia y control de microorga-
nismos multirresistentes” del Hospital Universitario 
Marqués de Valdecilla de Santander25, se recogen 
los patógenos más relevantes. Aunque tradicional-
mente estos agentes han sido de mayor importancia 
en el contexto de la infección nosocomial, varios de 
ellos (sobre todo S. aureus resistente a meticilina y 
enterobacterias productoras de BLEEs) también son 
ya una causa muy importante de infección en el en-
torno extrahospitalario. Podrían considerarse otros 
muchos agentes que también pueden presentar 
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multirresistencia, tales como diversas especies de 
Staphylococcus coagulasa-negativa, Streptococcus
SQHXPRQLDH &ORVWULGLXP GLI¿FLOH 1HLVVHULD JRQR-
rrohoeae, Burkholderia spp. y otros muchos bacilos 
gramnegativos no fermentadores de la glucosa, etc.
'HWHFFLyQ HVSHFt¿FD GH PLFURRUJDQLVPRV
resistentes
Teniendo en cuenta que la detección de resistencia 
SUHGLFHFRQPXFKD¿DELOLGDGHOIUDFDVRWHUDSpXWLFR
se ha puesto especial énfasis en determinar lo más 
rápidamente tanto la posible la presencia de mi-
croorganismos resistentes en muestras clínicas (ob-
viamente, lo más interesante) como la resistencia a 
uno o más antimicrobianos en bacterias que ya han 
sido cultivadas26,27. Tanto en un caso como en otro 
se puede recurrir a métodos fenotípicos (basados en 
cultivo) como a métodos genéticos; además, en el 
caso de bacterias ya crecidas, se puede recurrir a la 
detección de la(s) proteína(s) responsable(s) de la 
resistencia empleando métodos bioquímicos.
1. Detección en muestras clínicas.
Para detectar fenotípicamente cepas resistentes en 
muestras clínicas, estas deben sembrarse en me-
dios que contengan antimicrobianos que inhiban el 
crecimiento de las cepas sensibles y permitan el cre-
cimiento de las resistentes. Desde el punto de vis-
ta del diagnóstico etiológico, la muestra a sembrar 
será la más adecuada en función del tipo de infec-
ción considerado; cuando se trate de hacer estudios 
epidemiológicos para el control de bacterias multirre-
sistentes se pueden considerar las muestras que se 
recogen en la Tabla 228, 29.
Puede hacerse una preincubación en medio líquido 
con antimicrobiano para luego hacer un subcultivo 
en medio sólido (también, habitualmente, con anti-
microbiano).
Para facilitar el reconocimiento de las bacterias resis-
tentes se emplean cada vez más medios cromogéni-
cos30. Dichos medios contienen ciertas sustancias que 
al ser metabolizadas por la(s) bacteria(s) de interés 
dan lugar a colonias de un color característico para 
cada una de las principales especies objeto de estu-
GLR/DLGHQWL¿FDFLyQVHEDVDSRUWDQWRHQREVHUYD-
ción de la placa de cultivo, por lo que no es necesario 
un equipamiento complejo; además, al disponer del 
cultivo, pueden hacerse estudios adicionales (com-
SUREDFLyQGHODLGHQWL¿FDFLyQRGHOIHQRWLSRHVWXGLRV
PROHFXODUHVSDUDGH¿QLUDQLYHOJHQpWLFRHOPHFDQLV-
PR GH UHVLVWHQFLD WLSL¿FDFLyQ PROHFXODU« ([LVWH
una amplia variedad de medios cromogénicos dispo-
nibles comercialmente que permiten la detección de 
S. aureus resistente a meticilina, Enterococcus resis-
tentes a glucopéptidos, enterobacterias productoras 
de BLEE o de carbapenemasas y A. baumannii31-35.
/RV PpWRGRV PROHFXODUHV SHUPLWHQ XQD LGHQWL¿FD-
ción rápida (incluso en 1 a 3 horas) de microorganis-
mos resistentes en muestras clínicas, lo cual es de 
gran importancia para un mejor control de las infec-
ciones que estos microorganismos puedan ocasio-
nar. Estos métodos están basados en la detección 
de uno o más genes de resistencia, frecuentemente 
Tabla 1. Principales microorganismos multirresis-tentes de especial relevancia clínica.
MICROORGANISMO MARCADORES DE RESISTENCIA
Enterococcus faecalis, E. faecium Resistencia a glucopéptidos
Staphylococcus aureus Resistencia a meticilina 
Resistenica a glucopéptidos
Enterobacterias 3URGXFWRUDVGHȕODFWDPDVDVGHHVSHFWURH[WHQGLGR%/((
Productoras de AmpC plasmídica o hiperproductores de AmpC
cromosómica
Productoras de carbapenemasas
Pseudomonas aeruginosa 
Acinetobacter baumannii complex
Resistencia al menos a un antibiótico de TRES de los siguientes 
grupos:
a) Cefepime, ceftazidima, piperacilina/tazobactam
E&LSURÀR[DFLQROHYRÀR[DFLQR
c) Amikacina, tobramicina, gentamicina
d) Imipenem, meropenem
Stenotrophomonas maltophilia Multirresistencia intrínseca
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HPSOHDQGRWpFQLFDVGHDPSOL¿FDFLyQPHGLDQWH3&5
a tiempo real, aunque también hay ensayos (incluso 
más rápidos) basados en otras tecnologías36.
Los métodos moleculares suelen tener mayor sen-
sibilidad que los métodos basados en cultivo para 
la detección del mecanismo considerado. Sin em-
EDUJR VX JUDQ HVSHFL¿FLGDG LPSOLFD TXH DOJXQDV
causas de resistencia que puedan existir en las bac-
terias consideradas no serán detectadas, y para rea-
OL]DUHVWXGLRVDGLFLRQDOHV DQWLELRJUDPD WLSL¿FDFLyQ
molecular, etc.) seguirá siendo necesario hacer un 
cultivo convencional. Por otra parte, es importan-
te considerar que el coste de esta metodología es 
prácticamente siempre superior a la de los métodos 
basados en cultivo, por lo que en cada escenario 
conviene hacer el oportuno análisis que garantice la 
H¿FLHQFLDGHVXHPSOHR
2. Detección de mecanismos de resistencia en 
bacterias cultivadas.
Como se ha indicado previamente la detección ha-
bitual de la resistencia, una vez que la bacteria ha 
sido cultivada, se basa en las técnicas de antibio-
grama. Se están empleando algunas variaciones de 
ORVPpWRGRVFOiVLFRVGHDQWLELRJUDPDSDUDFRQ¿UPDU
la presencia de determinados mecanismos de resis-
tencia. Por ejemplo, la resistencia a cefoxitina es un 
buen marcador de la resistencia a meticilina en S.
aureus\SDUDHVWH¿QWLHQHPHQRVSUREOHPDVPH-
todológicos el uso de cefoxitina que el de la propia 
meticilina o la oxacilina). La comparación de la sen-
sibilidad a cefalosporinas de amplio espectro solas o 
en combinación con ácido clavulánico es la referen-
cia fenotípica para la comprobación de la presencia 
de BLEEs en enterobacterias (Figura 2); igualmente 
la comparación de la actividad de meropenem de for-
ma aislada o en combinación con ciertos inhibidores 
de betalactamasas permite la detección de carbape-
nemasas en bacterias gramnegativas.
Estas aproximaciones fenotípicas permiten recono-
cer la existencia de un determinado mecanismo de 
resistencia, pero como el mismo mecanismo puede 
WHQHUXQDEDVHJHQpWLFDPX\GLYHUVDVODGH¿QLFLyQ
precisa del gen o los genes implicados requiere mé-
todos moleculares.
Se ha venido considerando durante años que el mé-
todo de referencia para la detección de resistencia 
a meticilina en S. aureus es la detección mediante 
PCR del gen mecA,TXHFRGL¿FDODSURWHtQD3%3D
(responsable de la resistencia). El reciente descu-
brimiento del gen mecC37, también responsable de 
resistencia a meticilina y la infrecuente posibilidad de 
que dicha resistencia pueda ser consecuencia de la 
hiperproducción de la betalactamasa de S. aureus, 
resaltan la importancia del uso adecuado de los mé-
todos moleculares para resolver problemas clínicos 
de causa multifactorial. Se han diseñado métodos de 
PCR sencilla o múltiple para detectar los principales 
genes de resistencia a los antimicrobianos de inte-
UpVFOtQLFRLQFOX\HQGRORVTXHFRGL¿FDQUHVLVWHQFLDD
cefalosporinas de amplio espectro, carbapenémicos, 
quinolonas, aminoglucósidos… etc. Los amplicones 
obtenidos se pueden (en ocasiones, se deben) se-
FXHQFLDUSDUDGH¿QLUHODOHORGHUHVLVWHQFLDLPSOLFDGR
en cada caso. En los últimos años se está empe-
zando a prestar atención a la detección de genes 
de resistencia en genomas bacterianos analizados 
mediante técnicas de secuenciación masiva38; por 
HOPRPHQWR HO FRVWH \ ODV GL¿FXOWDGHVGHO DQiOLVLV
bioinformático han limitado la implementación de 
esta metodología en los servicios de microbiología 
clínica, pero es posible que una vez superados estos 
dos inconvenientes, esta nueva aproximación en-
cuentre su aplicación en la práctica diaria.
Tabla 2. Muestras clínicas de mayor interés para la detección de microorganismos multirresistentes 
FRQ¿QHVHSLGHPLROyJLFRV$GDSWDGRGH\
MICROORGANISMO RECTAL/ HECES PERINEAL FARINGE NASAL
OTRAS MUESTRAS 
CLÍNICAS
Staphylococcus aureus 
resistente a meticilina - + 3+ 4+
Aspirado traqueal, heridas, 
úlceras, (orina)
Enterococcus resistente a 
glucopéptidos 4+ 4+ - - Heridas, úlceras, orina
Enterobacterias
multirresistentes 4+ 4+ + - Orina, (heridas, úlceras) 
Acinetobacter baumannii 
complex 4+ 4+ 4+ -
Aspirado traqueal, heridas, 
úlceras, orina
Pseudomonas aeruginosa 
multirresistente 3+ 3+ 4+ -
Aspirado traqueal, heridas, 
úlceras, orina
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Una vez crecida la bacteria, cabe también la posi-
bilidad de detectar directa o indirectamente la(s) 
proteína(s) responsables del mecanismo de resis-
tencia. Esta posibilidad no ha logrado el mismo ni-
vel de desarrollo metodológico que las basadas en 
cultivo o en métodos moleculares, pero también se 
emplea en ciertas ocasiones en el laboratorio clínico. 
En general, estos métodos son también muy rápi-
dos, y su precio no suele ser tan elevado como el 
de los métodos enfocados en la detección de genes 
de resistencia. La proteína PBP2a, antes referida, 
se puede detectar mediante aglutinación con partí-
culas de látex o por inmunocromatografía. También 
se puede detectar betalactamasa empleando discos 
FRQQLWURFH¿QD DO LQRFXODU HO GLVFR FRQ OD EDFWHULD
a estudiar, la presencia en esta última de una be-
WDODFWDPDVDKLGUROL]DODQLWURFH¿QD\DSDUHFHFRPR
consecuencia de ello un metabolito de color rojizo 
característico. Siguiendo un principio similar a este 
último, se han desarrollado varios métodos colori-
métricos que permiten la detección de BLEEs y de 
carbapenemasas: al añadir a una solución de an-
tibiótico tamponada y con un indicador de pH, una 
suspensión de un microorganismo problema, si este 
tiene una betalactamasa que hidroliza el antibiótico 
en cuestión, se genera un metabolito ácido que cam-
bia el color del indicador de pH, facilitando la lectura 
de la reacción39. También se han diseñado méto-
dos40 que detectan mediante MALDI-Tof (del inglés, 
matrix-assited laser desortion ionization - time of 
ÀLJKW) los productos de hidrólisis de carbapenémicos 
o cefalosporinas por carbapenemasas o por BLEEs, 
respectivamente, o que permiten la detección directa 
de algunas betalactamasas, con la gran ventaja de 
la rapidez (los resultados están disponibles en minu-
tos) que aporta la detección con este sistema.
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